
I.  서론

현재 세계적으로 사용되는 항암제는 정도의 차이는 있

지만 인체에 발생하는 부작용으로 인해 많은 한계점을 가

지고있으며1), 상대적으로부작용이적을것으로예측되는

천연물을 이용한 항암제의 개발 연구가 최근 적극적으로
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ABSTRACT

Background : Anticancer effects of herbal medicine have been reported in various types of cancer,
but the systematic approaches to explain molecular mechanism(s) are not established yet. 

Objective : The purpose of this study is to investigate the apoptotic cell death by Egg White com-
bined Chalcanthite in NCI-H460 human lung cancer cells. 

Methods : Inhibitory effects were estimated by the MTT-assay. Cancer cells were stained with DAPI
and showed condensed and fragmented nuclei. The expression of cleaved caspase-3, bcl-2, and bax
was detected by western blotting. To establish a basis of understanding for anti-cancer mechanism,
whole proteins have been obtained from NCI-H460 harvested at 24 hrs after the treatment of Egg
White combined Chalcanthite, protein expression has been profiled by 2DE-based proteomic
approach.

Results : NCI-H460 human lung cancer cells were treated by three samples of IS3, IS4 and IS5. IS4
inhibited most effectively the growth of NCI-H460 human lung cancer cells. The expression of
cleaved caspase-3 increased in IS4 in a concentration-dependent manner. Various changes of the pro-
tein expression have been monitored, and most frequent dysregulation was found in Vimentin, Lamin-
A/C. 

Conclusion : Egg White combined-Chacanthite inhibited the growth of NCI-H460 human lung can-
cer cells by inducing the apoptotic cell death via caspase-3 activation. Based upon the present find-
ings, the further study will focus on monitoring various cancer survival factors after artificial regula-
tion of the proteins identified, and it would be the basis for the understanding of the Chacabthite anti-
cancer effect(s) at the molecular level.
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이루어지고있다2,3). 특히한약의연구에있어서오랜기간

동안 인체에 사용된 식물 기원성 한약물에서 apoptosis

유발 항암물질을 개발하는 연구는 진행되고 있지만 광물

성한약물에대해서는비교적연구가적은편이다4).

광물성 한약재는 중국, 한국 등에서 오랫동안 약용으로

사용되어 왔으며『본초강목』에 264종, 『동의보감』에 144

종 등이 수재되어 있다5). 그러나 활석, 석고 등 몇몇의 경

우를 제외하고는 활용도가 높지 않은데6), 그 이유로는 광

물성 한약재의 독성에 대한 막연한 두려움이나 현대 약학

적으로명확한분석이이루어져있지않은점, 과학적이고

체계적인 연구가 부족하여 그 효능에 대해 의구심을 가지

며5), 독성을감소하거나제거하는방법이현대의학적으로

완전히알려지지않은점등의원인을들수있다7). 따라서

광물성 한약재는 식물성, 동물성 한약재와 마찬가지로 수

천 년 역사를 통해 전해 내려온 약물로 현대 과학적 방법

으로 그 유효성분과 효능이 규명된다면 새로운 신약 개발

에일조하리라고본다8).

담반(膽礬)은 광물성 한약재로 황산동 Copper vitriol

(̀CuSO4·5H2O)의 천연품 Chalcanthite로『신농본초

경』에‘석담(石膽)’으로 최초로 기재되었다. 주성분으로

CuO, SO3, H2O를 함유하고 있으며 미량부존성분으로

Zn, Ga, Ti, Na, Ca, Fe, Al, Mg, Si, Cr, Ni 등이 혼합

되어있다7). 

담반의주성분인구리는생명체에서필수적인중금속의

하나로 인체 내 구리 대사 과정에 대해서 알려진 바가 많

지않다. 구리는우선적으로알부민에결합하여간으로이

동된 다음 간에서 ceruloplasmin에 흡수된 후 여러 장기

로 이동되는 것으로 볼 수 있다. 장세포에서 간으로 이동

되는 과정에서 알부민과 transcuprein이라는 단백질의 역

할이 중요할 것으로 예상되고 있으나 이들의 정확한 기전

은 아직 규명되어 있지 않다9). 문헌상 광물성 한약재 담반

CuSO4·5H2O 천연물의간담귀경(肝膽歸經)과현대약학

적 간으로의 구리이동기전은 상응한다. 인체동의 50-70%

는근육과골격에있고약 20%가간장에모여있으며중요

한 촉매제로 동은 조혈과정에 참여하고 철의 대사와 관련

된다10). CuSO4가 주성분인 담반을 위시한 황산염류 광물

성한약재는생명유지의필수요소인미네랄및황(̀S)과관

련되어있기에그규명은의의가크다고할수있다. 

광물성 한약재인 녹반, 백반 등과 제약회사에서 의약품

제조시 첨가되는 광물성 한약재의 일종인 식염은 천연품

이 아닌 순수성분을 가공한 것이 많아 잘못하여 인공합성

품을사용한다면유효성분을함유하고있을미량부존성분

의부재로인하여문헌에있는한약재고유의효능에는미

치지 못할 것으로 사료된다. 천연물에서 항암제를 개발할

때 화학적으로 순수물질을 분리하여 사용하는 것과 미량

부존성분(불순물) 그대로의생약전체를사용하는것은약

리적으로 다르다. 한약재의 항암제 개발연구에서 식물성,

동물성, 광물성한약재의천연품또는그천연품의법제품

을 사용하는 것과 천연품에서 단일성분만을 추출한 순수

물질을사용하는것은분명한차이가있다고본다. 천연물

에 존재하는 주성분 외의 미량부존성분은 비록 실험실에

서의 차이는 미미하다 할지라도 인체에 투여되어 작용할

경우효능에는많은영향을끼칠것으로추정된다. 

본 연구에서는 미량부존성분(불순물)이 함유된 천연 광

물성생약담반을 100-160℃로 12시간가열처리하여얻

은 고담반을 토종유정란의 난백과 혼합한 천연 합성물 난

담반을 주된 실험물질로 삼았다. 이는 고 인산 김일훈 선

생이 창안한 법제법으로 한의학의 특징인 약물의 법제를

통해 독성성분을 감소 내지 제거하거나 인체에 부정적인

기능을 저하시킬 수 있으며 함께 사용하면 약리작용을 도

와주는두가지이상의생약의혼합내지합성으로독성의

감소 내지 제거, 약성의 강화 또는 생체 흡수율 강화 등을

도모할 것이라는 가정에 의해서 행해진 독창적 방식이다
11). 한의학 문헌적으로 담반과 효능이 유사하고 같은 황산

염류인 백반은 <암류중의방치연구(癌瘤中醫方治硏究)>에

서평소단(平消丹)의중요구성약물로암치료에활용되었

으나12), 담반에 관련한 항암효능에 대해서는 아직까지 구

체적인연구가이루어지지않고있는실정이다. 

본 연구에서는 담반을 가열하여 수분을 증발시킨 고담

반(`InSan3, IS3), 고담반을 난백과 혼합시킨 난담반

(̀InSan4, IS4), 그리고 생담반(̀InSan5, IS5)의 NCI-

H460 인체폐암세포에 대한 세포독성을 비교 확인하고,

이중 가장 효능이 뛰어난 난담반에 대해 세포자살 유도기

전관련실험및 2-DE를통한단백질의발현변화를관찰

하였다.

II.  재료 및 방법

1. 암세포 배양 (Cell culture)

폐암세포주인 NCI-H460을 L-Glutamine contain-

ing 10% FBS, 100U/ml penicillin, 100U/ml strepto-

mycin이 함유된 RPMI1640배지에서 T75 flask로 37°
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C, 5% CO2 incubator에서배양하였다. NCI-H460 cell

은한국세포주은행에서분양받아사용하였다. 

2. 시험물질 제조

본 연구에서는 생담반을 가열하여 수분을 증발시킨 고

담반(̀IS3), 고담반을 난백과 혼합시킨 난담반(고담반 : 난

백= 30 : 13)(이하 IS4), 그리고생담반(이하 IS5)을사용

하였다. IS는 InSan의 이니셜로 담반의 법제법을 제안한

고인산김일훈선생의호로부터명명되었다.

시험물질(̀IS3, IS4, IS5) 100㎎을 deionized water

에 총 양을 1㎖로 하여 녹이고, 시험물질이 다 녹은 뒤에

6,000rpm으로 10분 동안 centrifuge를 하여 상층액을

0.8㎛의 syringe filter로 filtering하였다(̀Table 1).  

3.  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyl

tetrazolium bromide (MTT) assay 

MTT실험은 3개 조건으로 나누어 진행하였다. 우선

NCI-H460 세포의 생존율을 측정하는 방법으로, 96well

plate에 1×105cells/㎖의세포를 100㎕씩파종하여, 37

℃, 5% CO2 incubator에서 24시간동안배양하였다. 각

well당 시험물질(IS3, IS4, IS5)를 농도별(50, 25, 12.5,

6.25, 3.125㎍/㎖)로 24시간 treat를 시행하였다. MTT

(thiazolyl blue, SIGMA Co.)를 2㎎/㎖의농도로준비

하여 15㎕씩첨가하여 3시간동안반응을시켰다. 각 well

당시험물질을제거하고 DMSO (dimethyl sulfoxide)를

150㎕ 첨가하여 microplate mixer상에서 10분간 잘 혼

합하여 침전물을 용해시킨 후 micro-plate reader에서

540nm 흡광도로OD (̀optical density)값을측정하였다.

2차MTT로는 IS4에포함된난백의효과를확인하기위해

IS4, CuSo4, 유정란, 무정란을 50㎍/㎖으로48, 96시간

treat를 시행하였으며,  IS3, PEG, egg albumin, BSA

도 50㎍/㎖으로 48, 96시간 treat를시행하였다. 모든시

험결과는 세포를 배양하지 않은 well에서 측정된 흡광도

에대하여보정한값을산출하였다. 

4. DAPI staining for detection of apoptotic cell 

8well chamber slide 에 1×105cell/㎖의 세포를 각

400㎕씩 넣고 24시간동안 배양한 후 시료를 처리 후 24

시간동안 반응시킨 뒤 반응이 끝나면 배지를 버리고 75

mM KCl을 500㎕정도 넣고 5분간 반응을 하였다. 이는

세포를부풀려서핵의관찰을용이하게하기위함이다. 그

다음 acetic acid와 methanol을 1:3으로 섞어 cold-ice

상태를 만든 뒤 이를 500㎕정도 넣어서 5분간 반응시켜

세포를고정시켰다. 두번반복을시행하였다. 고정이끝나

면 공기 중에서 완전히 말린 뒤 DAPI staining 용액을

100㎕정도 떨어뜨려 10분간 염색한 뒤 PBS로 세척하였

다. Glycerol로 cover glass를 덮고 형광현미경으로(×
100 또는×200) 관찰하였다. 300개의 세포를 세어 이중

핵의 단편화와 염색질의 응축을 보이는 세포를 apoptosis

의형태적판정기준에따라판독하여관찰하였다. 

5. Western blot analysis

원하는물질의처리가끝나면 scraper로세포를모으고

모은 세포를 담겨있던 배지와 함께 1000rpm에서 원심분

리하여상층액을버린뒤 2㎖의 cold PBS로두번세척

하였다. 여기에 50mM Tris pH 8.0, 150mM NaCl,

0.02% Sodium Azide, 0.2% SDS, PMSF (̀Phenyl-

methylsulfonnyl fluoride) 100㎍/㎖, Aprotinin 50

㎕/㎖, Igapel 630 (또는 NP-40) 1%, NaF 100 mM,

Sodium Deoxychoate 0.5%, EDTA (̀Ethylnediamin-

eetraacetic acid--Sigma E-4884) 0.5 mM, EGTA

(Ethylene glycol-bis (β-aminoethyleth-er) N,N,N',

N'-tetraacetic acid--sigma E-4378) 0.1mM로 조성된

Lysis Buffer를 50~100㎕를가해잘 vortex한뒤 2시간

동안 4℃에서 용해하였다. 반응이 끝나면 시료를 1.5㎖
tube에담아 30 초동안 vortex 하고 4℃ 23,000g에서 1

시간동안원심분리하였다. 원심분리한상층액만취한다.

최종추출물의 단백질양은 Bio-rad protein assay kit를

사용하여 측정한다. 정량이 된 단백질에 Lysis Buffer와

5X sample buffer를 섞어 protein 양을 같게 한 후 100

℃ heat block에서 5분동안 boiling 한후, 잠깐동안원

심분리 하여 시료를 모은다. Separating gel (̀12.5%)과

Stacking gel (̀5%)을만든다음, 전기영동을하고 trans-

fer하였다. transfer가 끝난 gel은 staining solution

(̀Coomassie Blue staining soln.) 용액에 10분 담가둔

후 탈 염색 용액으로 넘겨 남은 protein을 확인하였고,
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transfer된 membrane은 TBS-T용액으로 washing한

후약간물기를제거하고 TBS-T 용액으로희석한약 5%

skim milk로 약 2시간정도 blocking한 후 TBS-T 용액

으로 여러 번 세척한다. 1차 항체 (̀Bax, Bcl-2, Cleaved

caspase-3 ; cellsignaling) 및 2차항체(̀Anti-Rabbit)와

반응시킨후 ECL 용액에 1분정도반응시킨후필름을카

세트에올려놓고찍은다음현상하여관찰하였다.

6. Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE)

일차 Isoelectric focusing (IEF)을 위하여 0.15㎎의

단백질 샘플을 13cm immobilized (pH 3-10) nonlin-

ear gradient strips (Amersham Biosciences,

Uppsala, Sweden)에 적용시켜 상온에서 IEF를 시행하

였다. IEF 조건은 Rehydration 12시간 후에 50V에서

8,000V까지 도달하는데 8시간이 걸리게 하였으며, 이후

8,000V에서 1시간 동안 수행하였다. 2-DE는 12%

polyacrylamide gels (chemicals from Serva,

Heidelberg, Germany and Bio-Rad, Hercules, CA)

를 이용하였으며, Colloidal Coomassie Blue (Invitr-

ogen, Carlsbad, CA)를 이용하여 24시간 동안 염색한

후 deionized water를이용하여염색을제거하였다.

염색된 이차원 젤은 스캔하여 컴퓨터에 저장하였으며,

질량 분석을 위한 소프트웨어는 Melanie 4 software

(Swiss Institute of Bioinformatics, Geneva,

Switzerland)가사용되었다.

7. MALDI-TOF/TOF

발현된 단백질들은 matrix assisted laser desorp-

tion/ionization - time of flight mass spectrometry

(MALDI-TOF)를 통하여 분석되었다. MALDI-MS 분

석을 위하여 젤 spot을 추출하여 50% acetonitrile/

25mM Ammonium Bicarbonate를 이용하여 3회 세척

후 100% ACN으로 1회세척하여건조시켰다. 건조된젤

조각은 50 ng trypsin (̀Promega, Madison, WI)을함유

한 3nmol/ℓ Tris-HCL (̀pH 8.8)를이용하여 reswelli-

ng하고 15분후에 3㎕의물을추가하였다. 제조된시료 1

microliter를건조된매트릭스스팟에적하하였다. 매트릭

스는 20mg a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid

(`Sigma)가 1㎖ 50% acetonitrile, 0.1% TFA in

deionized water에녹여져있는성분으로구성되어있다. 

MALDI-MS 분석은 4700 Proteomics Analyzer

(Applied Biosystems, Foster City, CA)을 이용하여

행해졌으며 Swiss-Prot database를 사용하여 단백질을

검색하였다.

III.  결과

1. 암세포 증식 억제 효과 (MTT assay)

시험 물질의 폐암세포 증식 억제효과를 알아보기 위하

여 NCI-H460에 시험물질의 농도를 3.125, 6.25, 12.5,

25, 50㎍/㎖의 5개 농도로 암세포에 처리하여 암세포의

증식억제효과를 확인하였다. 특히 IS4 (난담반)를 처리하

였을 때 암세포의 증식을 가장 효과적으로 억제하는 것으

로나타났다 (̀ F̀ig. 1).   

2. DAPI형광염색을 이용한 apoptosis확인

Apoptosis는 예정 세포 사멸 (`programmed cell

death)로서 세포의 위축(̀shrinkage), 염색질 응축, DNA

분절, 미토콘드리아의 기능 장애, capase protease 활성

화 등의 특징을 수반하는 것으로 보고 된 바 있다. DAPI

는 청색의 형광 염료로서, DNA의 AT cluster가 있는

minor groove에결합하여형광이증가하는물질인데, 이

러한특성에따라, 분절되고응축된 apoptotic body를현

미경을통해서간단히확인하여DNA fragmentation 정

도를 육안으로 관찰할 수 있다. 50㎍/㎖의 농도로 IS4를

처리한 H460 세포에 DAPI stain을 실시하였는데, 대조

군과대비했을때, 모두핵의분절과염색질의응축을관찰

할 수 있었으며, 특히 IS4 그룹에서는 많은 apoptotic

body를관찰할수있었다(̀Fig. 2). 

3. IS4, CuSO4, 유정란,  무정란의 effect에 의한

NCI-H460 인체 폐암 세포주에 독성 효과

IS4에의한세포독성과그유효성분의유정란, 무정란,
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CuSO4의 연관성을 알아보기 위한 MTT 실험을 진행하

였다. 유정란, 무정란에의한유의한 effect는발견되지않

았으며 IS4의 주된 효능은 CuSO4 때문인 것으로 추정된

다(̀Fig. 3).  

4. Western blot을 이용한 apoptosis관련 단백질

발현 확인 (Bcl-2, Bax, Cleaved caspase-3). 

NCI-H460세포에서 IS4를 처리로 인하여, Cleaved

caspase-3의 발현은 25㎍/㎖, 50㎍/㎖, 100㎍/㎖,

200㎍/㎖에서 증가하는 경향을 보였으나, 100㎍, 200

㎍에서는 약간의 감소하는 경향을 보였다. 이는 너무 높

은농도의시료가처리가되어서독성을나타낸것으로생

각된다. IS4를 처리한 군에서 bcl-2의 발현이 약간 증가

하였으며, bax의발현은감소하였다(̀Fig. 4). 

5. 2-DE에 의한 이미지 분석

IS4의세포독성효과가어떠한 molecules에작용하고

있는지확인하기위하여 2-DE를진행하여이미지를분석

하였다(̀Fig. 5). NCI-H460 cell line에 아무런 처리를

하지 않은 대조군, IS4 50㎍/㎖를 처리한 후 24시간이

경과된 실험군을 비교하였으며, 대조군과 시험군 시료의

2-DE 실험을 통하여 얻은 이미지를 분석하여 변화가 있

는 spot들을발견하였다. 이 spot들을추출하여 MALDI-

TOF/TOF 분석을 시행하였다. 그 결과 Table 2.와 같은

단백질들이 분석되었다. 다양한 단백질의 변화가 발견되

었는데, 특히 많은 변화를 일으킨 단백질로는 Vimentin

은 24시간 후 실험군에서 감소하였으며, Lamin-A/C는

증가하였음을확인할수있었다(̀Fig. 6). 

IV.  고찰

난담반은 항암효능이 있다고 추정되는 광물성 한약재

담반을 열처리한 고담반을 난백과 결합하는 방식으로 만

든물질이다. 고인산김일훈선생(̀1909-1992)은항암치

료 목적으로 1950년대부터 황산염기를 가진 광물성 한

약재를 난백으로 혼합하여 사용해왔는데11), 담반을 구워

탈수시킨 고담반을 난백과 혼합한 난담반을 임상에서 사

용할때는난담반만을단독으로사용하지않고난담반 :

죽염(̀Nacl 혼합물) 혼합비율을 1:5-30으로 사용한다고

하였으며 이는 죽염이 난담반의 유효성분이 생체 내에서

효과적으로 작용되도록 돕기 때문일 것으로 추측되어진

다. 중국평읍태봉한약재진출구유한공사(平邑泰奉漢藥材

進出口有限公司)에서 제공하고 있는 유방암치료방제13)에

담반의용례가있는데그담반이돼지쓸개즙과백반의혼

합물인 담반(膽礬)을 지칭하는 것인지 실제 천연광물인

담반을지칭하는것인지에대해서는확인되지않았다. 난

백은 Lysozyme을 함유하고 있으며 Lysozyme은 대부

분의 Gram 양성균에 항균효과를 나타낸다고 보고되어

있고 충치균에 대해서 난백의 Lysozyme 추출물이 억제

효과 있다는 연구결과를 참고하면14) 담반과 난백의 결합

물에서종양치료가능성을볼수있게한다. 이처럼난담

반이 암세포에 유효한 항암 효과가 있는 것으로 보고된

바, 이번 연구는 인간 폐암세포 NCI-H460에 대한 난담

반의 생장억제효과와 분자생물학적 메커니즘을 밝히기

위해실시하였다. 

Apoptosis는 예정 세포 사멸 (`programmed cell

death)로서 세포의 위축, 염색질 응축, DNA 분절, 미토

콘드리아의 기능 장애, capase protease 활성화 등의 특

징을수반하는것으로보고된바있다15). DAPI는청색의

형광 염료로서, DNA의 AT cluster가 있는 minor

groove에 결합하여 형광이 증가하는 물질인데16) 이러한

특성에따라, 분절되고응축된 apoptotic body를현미경

을 통해서 간단히 확인 하여 DNA fragmentation 정도

를 육안으로 관찰할 수 있다. 본 연구에서는 NCI-H460

세포에 DAPI stain을실시하였는데, 대조군과대비했을

때, 핵의 분절과 염색질의 응축을 관찰 할 수 있었으며,

고농도로 갈수록 많은 apoptotic body를 관찰 할 수 있

었다. 이와 같은 결과로 미루어 보아, IS4의 시료는

NCI-H460에 apoptosis 유도를 하는 것으로 생각된다.

DAPI염색을통해 apoptotic body가많이일어난 NCI-

H460 cell에 처리하여 apoptosis 관련 단백질인 bcl-2,

bax, cleaved caspase-3의발현정도를 western blot을

이용하여 확인하였다. bcl-2 family는 세포 밖이나 세포

내의상황을전달받는중요한신호전달체계로서작용을

하며, bcl-2 단백질은 미토콘드리아 세포막의 안정성을

조절하는것으로알려져있다17). bax는 cytosol에서미토

콘드리아로 이동하면서 미토콘드리아로부터 cytochro-

me C의 분비를 촉진하여 결국은 세포 사멸을 유도하는

기능을 가지고 있는 반면에 bcl-2는 미토콘드리아로의
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bax의 이동을 억제함으로서 세포사멸을 억제시키는 작

용을한다18,19). 따라서 bcl-2 수준의감소는 bax의이동을

촉진시킴으로써 cytochrome C의분비를촉진하는것으

로 알려져 있으며20), 이 둘 간의 균형이 세포사멸을 조절

하는데 중요한 역할을 하는 것으로 보고된 바 있다21).

Caspase라이름붙여진 ICE/CED-like protease fami-

ly는 apoptosis 유발 경로에 종요한 조절인자로 작용할

수있는것으로보고되어져오고있다22,23). 이들 family에

속하는 많은 단백질들은 세포에서 핵과 미토콘드리아의

외막에존재하며24,25), 이들의활성화는 bcl-2/bax family

발현의정도에의존적인경우도있다26). Caspase는잠재

적인전구체며 procaspase로써합성되고, 세포사멸동안

caspase의 aspartic acid기에서일어나는단백융해과정

을 통해 활성 단백 분해 효소로 전환된다. caspase는 주

로연쇄적(̀cascade)으로작용하며, 상류 caspase가 cas-

pase adoptor와의 상호작용으로 활성화되는 과정이 세

포사멸에 있어서 중요한 조절단계로서 세포사멸 촉진 혹

은 항 세포사멸 단백 모두에 의하여 조절된다. 활성화된

초기의 caspase 2, 8 혹은 9는 caspase 3, 6 혹은 7에작

용하여 이들을 활성화시키고, 활성화된 이들 caspase들

이 다양한 세포단백의 분열을 통해 세포 사멸에 이르게

한다27). Caspase-3는 apoptosis로 이르게 하는 중요한

upstream 인자로서 정상적으로 그것은 불활성화된

proenzyme(̀procaspase-3)의 형태로 존재하다가 가수

분해 되어 두 개의 조각으로 분해되면서 활성화 형태를

갖게 된다20,28). Caspase-3는 세포사멸의 초기 단계에 작

용하며, 35kDa 효소전구체(̀proenzyme)의 분리에 의해

유도된 17 및 19 kDa 이종이합체(̀heterodimer)가활성

화된형태로29) caspase-8과 caspase-9의초기신호를증

폭시킨다30). 한편, 세포사멸은 외인적 및 내인적 경로로

나뉘어 지며, 두 경우 모두 caspase-3의 활성화를 통해

세포사멸을 유발하고23,30), 따라서 caspase-3는 세포사멸

에 가장 직접적으로 관련된 caspase이다31). Caspase-3

가활성화된형태로관찰되려면불활성형태인 35kDa의

procaspase-3가 상대적으로 발현이 줄어들거나 그들의

활성형인 17kDa과 19kDa 분자량의단백질이검출되어

야한다32,33). Cleaved caspase-3의발현은 IS4에서농도

의존적으로 발현이 증가하였다. 이는 두 암세포 모두

apoptosis에 의한 사멸이 유도되었다는 것을 의미한다.

하지만 bcl-2/bax의 발현은 조금 다른 양상을 나타낸다.

IS4를 처리한 군에서 bcl-2의 발현이 약간 증가하였으

며, bax의 발현은 감소하였다. 일반적으로 Apoptosis가

일어나게 되면 bcl-2의 발현이 농도가 증가함에 따라 감

소하고, bax의 발현은 농도가 증가함에 따라 증가한다.

결과적으로 apoptosis가 발생하게 되면 bcl-2의 발현은

감소하고, bax의 발현을 증가시켜 caspase-3에 의한

apoptosis를유발함으로써암세포의사멸을가져오는것

이나, IS4의 경우에 있어서는 caspase-3의 발현은 확인

하였으나 bcl-2/bax 단백질의 영향을 받는 것이 아니고

다른 경로를 통하여 apoptosis를 유발하는 것으로 사료

되어진다.    

다음으로는, 난담반이 NCI-H460의 생장을 억제하는

메커니즘에 대해 보다 자세히 알아보기 위하여 프로테오

믹스를 이용한 연구를 진행하였다. 프로테오믹스는 프로

테인(̀protein:단백질)과 옴(̀ome:전체)의 합성어로, 생명

체의 유전자인 게놈의 명령으로 만들어진 단백질의 총집

합체를 일컫는다. 인간의 유전체 염기서열은 human

genome project에 의하여 다 밝혀졌지만, 그것으로는

유전자산물의기능을알수없었다. 이는유전자의기능

이세포내에서얼마나정교하고적절하게단백질이합성

되고 변형되는가에 달려있기 때문이었다. 즉 최종적으로

완벽한 모양이 갖추어진 단백질을 분석해야 그 유전자의

세포내기능을알수있는것이다. 그러므로단백질의특

성을 총체적으로 분석하는 방법인 프로테오믹스 연구는

생명현상의 원리에 대한 통찰을 가능하게 하며, 이를 이

용한 질환 관련 단백질의 동정과 기능의 규명은 의료 및

보건시스템에서도활용도와중요도가높아지고있다. 우

리는 IS4를 50㎍/㎖의 농도로 NCI-H460에 처리하여

24시간 후의 단백질 변화를 2-DE 이미지 분석을 통해

확인하였다. 2-DE는 1차 IEF를 통하여 같은 등전점을

가지는 단백질들을 분류하고, 두 번째로 분자량에 따라

분리함으로서전체단백질의변화를한번에비교하고차

이가나는단백질이무엇인지를알수있는방법이다. 대

조군과 IS4 처리 후 24시간에 보인 spot을 찾아 MAL-

DI-MS/MS로확인하여발현에차이를보이는단백질을

동정할수있었다. 이중가장큰변화를보이는단백질은

vimentin이었다. Vimentin은 세포질 내에 존재하는 중

간 단섬유(`intermediate filaments)로 세포의 골격

(̀cytoskeleton) 형성에 있어서 중요한 역할을 하며34), 흑

색종과 슈반세포종과 같은 간엽세포기원의 세포에서 강

한 반응을 보이며 갑상선의 육종이나 림프종에서도 발현

된다35). Vimentin은 cell elongation, attachment 뿐만

아니라 plasma membrane에서핵내부로의신호전달에

도 중요한 역할을 하고 있으며36), 과발현된 vimentin은
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암의침투및전이와도연관이되어있다37). NCI-H460에

IS4를처리하면 vimentin의발현이현저히감소하는것

을 토대로 IS4의 항암효과를 예측해볼 수 있다. 이러한

실험결과를토대로앞으로의연구는 molecular level에

서 IS4의항암효과를이해하는것을기초로, 치료적가치

를 가지는 단백질 조절을 밝힌 후 다양한 cancer sur-

vival factors를 관찰, 추적하는 진일보한 기전연구 및

동물실험에초점이맞춰져야할것으로사료되는바이다.

본 담반의 연구를 통해 향후 광물성 한약재에 대한 연구

가더활발해지기를기대하는바이다. 

V.  결론

본연구에서는담반을가열하여수분을증발시킨고담

반(̀IS3), 고담반을난백과혼합시킨난담반(̀IS4), 그리고

생담반(̀IS5)의 NCI-H460 인체폐암세포에 대한 세포독

성을 비교 확인하고, 이중 가장 효능이 뛰어난 난담반에

대한기전탐색실험을진행하였다. 

1. NCI-H460 폐암세포에 IS3, IS4, IS5 3가지 시료

를처리한결과 IS4가암세포의증식을가장효과적으로

억제하는것으로나타났다.

2. IS3, IS4, IS5를 50㎍/㎖ 농도로 DAPI stain을

실시한결과대조군과대비했을때, 모두핵의분절과염

색질의 응축을 관찰 할 수 있었으며, 특히 IS4 그룹에서

많은 apoptotic body를관찰할수있었다.

3. NCI-H460 폐암세포에 IS4, 유정란, 무정란,

CuSO4를 50ug/ml으로 처리한 결과, IS4의 세포독성은

CuSO4에의한것으로추정되었다.

4. Cleaved caspase-3의 발현은 IS4에서 농도 의존

적으로 발현이 증가된 반면 Bcl-2의 발현은 증가하고

Bax의발현은감소하였다.

5. IS4는 Vimentin, Lamin-A/C 와 같은 단백질의

발현을조절함을알수있었다.

이상의 결과에서 난담반은 caspase-3의 활성에 의해

세포사멸을유도하여인간폐암세포주의성장을억제하였

으며 NCI-H460에서의 단백질 발현 조절 등을 통해 항

암효과를나타내는것을알수있었다. 향후진일보한기

전연구가필요할것으로사료된다. 
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Fig. 1. IInnhhiibbiittoorryy  eeffffeeccttss  ooff  ssaammppllee  oonn  tthhee  ggrroowwtthh  ooff  NNCCII--

HH446600  ccaanncceerr  cceellllss.. Cancer cells were treated dif-

ferent concentrations (0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 ㎍
/㎖) of sample at 37℃ for 24 h and inhibitory

effects were estimated by the MTT-assay. Each bar

represents the mean±SD. ((IISS33,,  CChhaallccaanntthhiittee

((CCuuSSOO44));;  IISS44,,  EEgggg  wwhhiittee    ccoommbbiinneedd--CChhaallccaanntthhiittee;;

IISS55,,  CChhaallccaanntthhiittee  ((CCuuSSOO44··55HH22OO))))

Fig. 2. MMoorrpphhoollooggiiccaall  aassppeecctt  ooff  ccoonnttrrooll  aanndd  ttrreeaatteedd  NNCCII--

HH446600  cceellllss  wwiitthh  ssaammppllee  ((5500㎍㎍//㎖㎖))  bbyy  DDAAPPII  ssttaaiinn..

Cancer cells were stained with DAPI and showed

condensed and fragmented nuclei, which are hall-

marks of the apoptotic nuclei. (IS3, Chalcanthite

(CuSO4); IS4, Egg white  combined-Chalcanthite;

IS5, Chalcanthite (CuSO4·5H2O))

IS4 X100

IS5 X100 IS5 X400

IS4 X400

NNCCII--HH446600NNCCII--HH446600

Control X100 Control X200

IS3 X100 IS3 X400
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Fig. 4. EEffffeeccttss  ooff    IISS44  oonn  eexxpprreessssiioonn  ooff  aappooppttoossiiss  rreegguullaattoo--

rryy  pprrootteeiinnss..  NCI-H460 lung cancer cells were

treated different concentrations (0, 25, 50, 100, 200

㎍/㎖) of IS4 at 37℃ for 24 hr. Equal amounts of

the total proteins (50㎍/lane) were subjected to

12.5% SDS-PAGE. The expression of cleaved cas-

pase-3, bcl-2, and bax was detected by western

blotting using the specific antibodies. Photographs

of chemiluminescent detection of the blots, which

were representative of 3 independent experiments,

are shown. (IS4, Egg white combined-Chalcanthite)

Fig. 3. IInnhhiibbiittoorryy  eeffffeeccttss  ooff  IISS33  aanndd  IISS44  ssaammpplleess  oonn  tthhee

ggrroowwtthh  ooff  NNCCII--HH446600  ccaanncceerr  cceellllss.. Cancer cells

were treated different samples (IS4, CuSO4, IS3,

PEG, egg albumin, BSA; 50㎍/㎖) at 37℃ for 48h,

96h and inhibitory effects were estimated by the

MTT-assay. Each bar represents the mean±SD.

(IS3, Chalcanthite (CuSO4); IS4, Egg white  com-

bined-Chalcanthite)

PEG = Polyethylene glycol

BSA = Bovine serum albumin

DW = Dextrose water

ONEW = Organic natural egg white

EW = Egg white
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Fig. 5. IImmaaggee  aannaallyyssiiss  bbyy TTwwoo--ddiimmeennssiioonnaall  ggeell  eelleecc--
ttrroopphhoorreessiiss.. Various changes of the protein

expression in boxes have been monitored. (IS4,

Egg white  combined-Chalcanthite)

Fig. 6. CCoommppaarriissoonn  ooff  nnoonn--ttrreeaatteedd  aanndd  2244  hh  aafftteerr  ttrreeaatt--

mmeenntt''ss  eexxppaannddeedd  iimmaaggee  ooff  pprrootteeiinn  eexxpprreessssiioonn  iinn

ggeell..  Yellow arrow is Vimentin. Red arrow is Lamin-

A/C.

Material Concentration Solubility Filter Size

IS3 100㎎/㎖ 97% (precipitation : 30㎍) 0.8㎛ filter

IS4 100㎎/㎖ Leave little white powder 0.8㎛ filter

IS5 100㎎/㎖ 100% 0.8㎛ filter

IS3 (InSan3) : Chalcanthite (CuSO4)

IS4 (InSan4) : Egg white  combined-Chalcanthite

IS5 (InSan5) : Chalcanthite (CuSO4·5H2O)

Table 1. Materials

No. Protein Accession No.
Full Name of Prtein

(Homo sapiens)

MALDI-MS

Sequence Coverage(%)
Mr (Da) pI

1 Q14140 SERTA domain-containing protein 2 33875 4.42 16%

2 P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein 70854 5.37 11%

3 p07437 Tubulin beta chain 49639 4.78 9%

4 P08670 Vimentin 53619 5.06 13%

5 P17931 Galectin-3 26172 8.58 35%

6 P06733 Alpha-enolase 47139 7.01 25%

7 P02545 Lamin-A/C 74095 6.57 30%

IS4 (InSan4) : Egg white  combined-Chalcanthite

Table 2. Changed protein expression in NCI-H460 treated with IS4




